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Utilisation du microscope électronique
pour les investigations microbiologiques
concernant les bactéries pathogénes

par

Joseph PARNAS [
(Pologne)

. Le microscope électronique rend de grands services pour les
cecherches microbiologiques. Grce a I'application: de ce mode
d’investigation, nous avons pu obtenir des résultats intéres-
sants, donl je désire présenter ici un court résurné.

Nous avons pu réaliser nos recherches grdce 2 Yaide bien-
¢ veillante du Laboratoire du Microscope électronique de I'lIns-
titut d'Hygiene d'Ftat a Varsovie (A. Feltynowski) et du
laboratoire du Microscope ¢lectronique de la Faculté de méde-
cine de I'Université Masarvk. a Brno (professeur D* Hercik).

Virns de ln grippe des pores. (Voir Fig. et 1

e virus de la grippe des pores cause, chez les animaux
de Vespiee porcine. de fréguentes maladies et de grandes pertes
v Pélevage. Apros trois années de travail, 7. Lorkiewicz et
1. Parnas réussirent i isoler de matériaux contaminés le
« virus pneumolrope v, dénommé « G, » . Le virus est
pathogéne pour les souris blanches et les porcelets et pro-
voque des broncho-pneumanies. Le virue G, se rapproche
sérologiquement des virus de Harnach (C. S. R.1 et'du virus de
Shope (U. S. A.). Le virus G, peut étre mis en évidence dans
les tissus pulmonaires et dane les sécrétions gutturo-nasales a
I'aide de la réaction de 1'hémagglutination et de la réaction
d'inhibition de I'hémagglutination. Le virus G, interfére fai-
blement le virus de la grippe des hommes (A, A, et B

N
Bt o SN

%5 e R ——— eSSBS 1 s S R S G

~mmmememm =~ Anoroved For Release 2008/12/09 | CIA-RDP80T00246A005500290002-8



- - e

- . Approved For Release 2008/12/09 : CIA-RDP80T00246A005500290002-8 o e wmetulic

Fi1a. 1. — Virus de la grippe porcine G 1. Gross. 15.600 (A. FELTYNOWSKI et J. PARNAS).
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Les recherches suivantes démontreront la possibilité d’appli-
cation du virus G, pour les vaccinations conire la grippe des
: pores.

Virus-phuge E. Coli el Corynebaclerium equi.
(V. Fig. 111, IV, Vv, VI, VI, VHL)

En faieant des recherches sur E. Coli, qui est la cause de
wialadies chez les jeunes animaux, et sur Corynebaclerium
cqui, nous avons démontré I’existence de phages. Les essaly

d’utilisation des phages pour déterminer ces souches et soigner.

les infections furent positifs. Les photographies ci-jointes illus-

ieraericniu Coli porcellorum avec les phages. Gross. 40.000
Hercik et PARNas).

—_5

treni la morphologie de ces virus bactériens et leur rapport
avec les cellules bactériennes. A I'aide du microscope électro-
nique, on révéla aussi des capsules chez Corynebacterium
Qui.

Fic. 4. — Les phngés de Corynebacterium equi. Gross. 45.000 (HERcIX et PARNAS).
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VS (Corynctont.
T (Here P:r:?. 'nm les phages. Gross. 39,000

) Fra. 6.

- Mycobact, ¢
- cquirnlis (Coryneboct, e .
. i) avee £ v
{HERCIK et PARVNAJSA)‘N e Prages. Gross. 1:.1u
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Fia. 7, — Corgnebact.

- ,-Approved For Release 2008/12/09 : CIA-RDP80T00246A005500290002-8

_

equirulis avec le: 5 ’ )
s phages. Gross. 40.000 (HErcix et PaRNas). Fro. 8, — Corynebact, equi avec les phages. Gross. 32.000
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Bactéries de Uespéce Corynebacterium chez les animauz N
et les hommes. (Voir Fig. IX, X, XI.)

Les bactéries de cette espéce jouent un si grand role dans la .
pathogénése des maladies des jeunes animaux, ainei que des
animaux adultes, que la nécessité se présente d'y attacher dane’
Favenir plus d'impertance que Jjusqu’a présent. Nos travaux
ont trait aux bacrios des souches isolées de différenies

pices h inés et animales. Les photographies représen-
tent les différences morphologiques eutre les espéces de Coryne-
bacterium, ¢

Me. 10. — C b lum do~{u b

P . Gross. 24.000 (tiERcix el Pawrnasg),

¥ig. 9. — Corgnebacterium Piogenes suis. Gross. 23.000 (HERCIX et Parnas).
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Pasteureila muligoldte
(\70& Fig. XU1,:308;

-

11, — Corgnebacterium pyogencs equi (Gross. 24.000).
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Pusteurella tularensis occupe ici une place & part (les capsu-
les sont délicates) Nous avons aussi profit¢ du microscope
€lectronique pour connaitre I'influence des ultrasone qur la
morphologie de Pasteurella tularensis. Nous le voyons eur les
photographies ci-joirites (destruction compléte des bactéries).

— 15—
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F16. 13. — Pasteurella multocida. Gross. 18.000 (A. FrityNOwSK: et J. PAlNh).
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arelia pseudc-tuberculosis rodentium. Gross. 18.000
.. Ferrynowsk: et J. Paxnas).
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Nos recherches au nuicroscope
forme trds caractéristique dee baciéries, définies sous le nom
de Brucella brucei. Les bactéries . ne possident pas de cap-

et Pasteurells multocidg. Sous Finfluence des ultrasone, les

vy Gml~ 15.000 (A, FELTYNOWsXY et J. Pannas).

Fia. 17. — Tularine M,

Fra. 18, — Brucella brucei. Grass. 15,000 (A. FrLrynowsky et J. Panwas),
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bactéries sont détruites. C'est un phénomene trés avantageux
; pour l'obtention du produit allergine, la brucelline PD. La
i brucelline PD a été &pprouvée pout l'mage du Service de
‘ ‘la Santé publique comme allergdne de diffévenciation. Nous
5 Pappliquone auesi en médecine Yﬂﬁfgdn comme allergine
: servant au diagnostic d¢ lg byi M “comparativement aux

\ Téactions eérologiques. Lur brucelline P est également appli-
quée comme vaccin curatif dans la bruceltoss humaine,
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Fi6. 19, — Brucelline ;D%Gl_!n.: 14.700
(A. Fecryrowsxt et J, Fhlu.u)‘.. '
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Nouvelles recherches sur la variabilité des Brucella *

Jozef PARNAS et Regina KOZAKOWNA

(Chaire de Microbiologie de I'Académie de Médecine et Section des
Anthropozoonoses de l'Institut d'’Etat de Médecine du Travail et
de I'Hygiéne Rurale & Lublin, Pologne. Directeur : Prof. Dr J. PARNAS)

1. — Introduction

A A. CHODKOWSKI, J. PARNAS et H. HRYNIEWICZ décrivent,
dans « Recherches concernant les Brucella isolées en Pologne, étu-
diées particuliérement sous 1'angle des variétés », (1355, Ann. UMCSS,
DD ,V. 1, str 1), les méthodes qu'ils appliquaient pour l'étude des va-
riétés de Brucella. Voici les résultats de l'examen de 123 souches
indigénes : 108 (89,25%) étaient des souches atypiques de la variété
abortus, 5 (4%) étaient des souches typiques suis, 1 (0,82%) était une
souche typique melitensis, 9 (7.43%) étaient des souches intermédiai-
res. En prenant en considération seulement les épreuves biochimiques,
il y avait 17 souches typiques suis, aucune souche melitensis et 2 sou-
ches intermédiaires. Parmi 10 souches de la variété abortus, détermi.
nées par l'ensemble Yes méthodes, 33 (30%) seulement exigeaient
pour la croissance une atmosphére enrichie en CO2 — c'étaient celles
qui avaient été repiquées & plusieurs reprises pendant nombre de
mois. Deux souches ne produisaient point de H2S, tandis que 4 le
produisaient en moins de 5 jours. Onze souches abortus décompo-
saient l'urée en moins de 20 minutes, elles se comportaient donc
comme la variété suis, de ce point de vue. Deux souches de la varie-
té suis produisaient du H2S en moins de 4 jours. Une variété meliten-
sis produisait du H2S pendant 5 jours, une variété intermediaire et
non typique melitensis rapprochée de la variété abortus produisait
également du H2S pendant 5 jours. Du point de vue bactériologique,
parmi 103 souches de la variété abortus, toutes se comportaient nor-
malemnt sur les milieux bactériostatiques. Nous avons surtout observé
la souche N° 103, classée comme intermedia, qui, du point de vue bac-
tériostatique, se comportait comme une souche typique abortus, tandis

*Travail financé par le Comité Microbiologique de l'Académie Polonaise deb
Sciences, Varsovie.
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que du point de vue sérologique, elle se c_&nportcxit comme la variété
melitensis. Cinq souches de la variété suis se comvortaient aqu point
de vue bactériostatique normalement c'est-i-dire qu'elles se dévelop-
paient sur la thionine:; lq souche N° 33, classée définitivement comme
intermédiaire, était inhibée dans sq Croissance par lg thionine, ce

qui a lieu chez les souches danoises-européennes de la variété sujs.
L'identification deg souches isolées des foetus du bétail en Polo-

 GRODZKI (1956 . Med. Desw. i Mikrob. - sous Presse) contendit les

Sur 39 souches examinées, nous constatimes 18 souches de la
variété abortus typiques, 6 souches abortus atypiques, 10 souches de
variété suis typique. 4 souchee suis atypiques, 1 souche melitensis

En comparaison totale avec nos recherches antérieures, nous
avons obtenu les résultats suivants :

* Sur 164 souches isolées en Pologne depuis 1952.] 857, on constatq,

127 souches typiques de le variéte abortus,
11 souches atypiques de la variété abortus,
14 souches typiques de la variété suis,

9 souches atypiques de la variété suis,
1 souche typique de la variété melitensis,
2 souches atypiques de la variété melitensis.

TABLEAU

Souches indigénes et étrangeres caractérisées,

Provenance N
de la Br. abortus Br. suis Br. melitensis Ensemble

souche typ [atyp | total tYp |atyp | total | typ atyp | total | typ | atyp | total

“_\‘,—___-______.____*§~

Indigénos 127 11138 14 8 23 1 2 3 142 22

Erangeres [ 1 9 7 1 8 3| — 3/ 18 2

|

Total 135’ 121147 21 .10 a1 4 2 6160 | 2¢
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VARIABILITE DES BRUCELLA 181

Dans ce travail, nous désirons présenter les résultats des inves-
tigations de ]2 nouvelles souches de Brucella isolées en Pologne, et
discuter la question de la variabilité des signes distinctifs biochimj.
ques, bactériologiques, sérologiques, qui & présent sont sviets d'in-
téressantes investigations menées par les centres de 'O, M. s,
(RENOUYX, ROUX). Nous faisons de méme des recherches analoques,
Nous présentons aussi les résultats deg recherches expérimentales
concemnant les phages.

obtenu des souches indigénes de presque tous les Instituts d'Hygiéne
Vétérinaire g Pulawy et nous les remercions pour l'aide qu’ils nous
ont accordée.

La méthode de I définition des variétés de Brucella est fondée
sur les épreuves biochimiques (H2S, CO2, uréase), bactériostatiques
(thionine, fuchsine basique) ainsi que sur l'analyse des récepteurs
avec l'usage des sérums monospécifiques anti-abortus-suis, anti-mel;.
tensis. La méthode bactériostatifue sur Flaques de gélose élaborge par
A. CHODKOWSKT o été améliorée ultérieurement de 1q maniére suj-

290002-8
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ches expérimentales concernant la variabilité des Brucella est rela-
tée plus loin.

3. — Résultats des épreuves

IILes examens de 12 souches sont représentés sur le tableau
n° IL

Les souches N 220/3837, 223/4082, 225/260A, 226/261D,
227/387/99, 228/1935, 230/254/57 se comvortent d'une maniédre typi-
que sous tous les rapports comme Brucella brucei var. abortus. Tou-
tes se développent sans addition de CO2, ce qui n'est pas, bien en-
tendu, un trait caractéristique de la var. abortus et parait étre ches
les souches de cette variété sous l'influence d'enzymes d’'adaptation
correspondants. Toutes les souches de la variété abortus énumérées
ici produisent du H2S pendant 7 jours & l'exception de la souche
Ne 225/260 A et 228/1935 qui ne produisent pas de H2S. Ceci est déja
une certaine déviation de la régle, adoptée par nous d'oorés
HUDDLESON dans la sphére de biochimie de la variété abortus. Tou-
tefois comme les aqutres particularités prédominent nous les classons
parmi les souches typiques. L'activité de I'uréase évaluée en minutes
(du moment de l'observation de l'épreuve jusqu'a l'apparition d'une
couleur rose) s'éléve de 20 a 78.

Les souches de la variété abortus atypiques sont intéresscmtes
dans cette éoreuve. La souche N° 219/1419 se déveloope non seule-
ment sur la fuchsine, mais partiellement cussi sur la thionine et peut
agglutiner partiellement avec le sérum monospécifique cmti-meliten-
sis. La souche N° 221/4096 se comporte pareillement pendant l'ana-
uyse des récevteurs. Ce phéroméne est encore plus marqué chez la
souche 222/141/A. La souche 224/4010 se comporte sous le rapport
des particularités bactériostatiques comme la variété melitensis et est
agglutinée par le sérum monspécifique anti-melitensis au titre 1/25.
La souche N° 229/253/57 se comportefid'une maniére plus atypique
encore, elle se développe sur la fuchsine et la thionine et est agaluti-
née par le sérum monospécifique anti-melitensis au titre de 1/50;
novs l'avons déterminée comme variété intermédiaire (var. interme-
dia).

4 — Souches sérologiquement bi-recepteurs

Nous désirons mentionner que nous avons réussi G provoquer
expérimentalement la transformation antigéne sérologique des sou-
ches de Brucella. Ce fait confirme les observations faites pendant
la détermination des souches du terrain. L'épreuve fut faite de la ma-
niére suivante : 3 souches modéles furent soumises a 1'agglutination
avec les sérums anti-abortus-suis et anti-melitensis, ce qui représente
le tablecu III ci-dessous.

\

S
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. TABLEAU 11
BIOCHIMIE BACTERIOSTASE ANALYSE DES RECEPTEURS RESULTAT
Numéro o _
des 8 N : Variéte
Souches O ' T T — Sérum monospécifique
Brud:ella § | H2S | Uré- |Variété| Fuch- ‘T},‘ic‘ Abortus Suis Melitensis Anti-Ab-Suis Anti-melit. Abortus | Meitensis Abortus Suis | Melit
= en | ase | abort.| sine ' nine
g s typ. ‘ Typ ‘ Atyp Typ Atyp Typ | Atyp | 1/25 1/50 1/-85 | 1/25 1/5¢ [ 1/100 | Typ ‘ Atyp Typ ’ Atyp | Typ Atyp
L™ _ —_— e —_— I R . A _
| R [ ‘ * T
|
219/1919 | 7| 25| + i+ ! | l R R EE P RS + | +
: It IR D | |
B O O e I ‘ I -
220/3837 - 7078 + |[+++ — + | ’ VRN SN DM B B B " : ’ 4
!
M O A R A —— e e
221/4096 7| 40| + +++‘~ + ‘ 4| vt ] — _ 4 ] 4 +
S I T N R ’fﬁ - o |
- | o ——
222/141/a — 7 65 + ++ + |+ 1 l +++ |+ +{+++ +++ + — 4+ +
223/4082 7| 78| + l+++ + | | }] ! F4 .
e — - - — ‘~,——
224/4010 - 7] 50 + |+++ ++ | i + - R
! ' i
e | | | P —— _— JR—
225/260 A | — 25| 4+ 44— + | B Y - = + .
Bt A e A 'WI D ’ —_—— —_— — e —
226/261 D = T80 + |44 =+ | A 4] — - — + +
S SN U DU D S _— —_— _
J —_——
227/387/99 | - 7] 32| + |+++ — + | A+ ] — - = + +
e e | —— [ — -_— ‘.. —_— —_—
128/1935 e e R R 44| 444 44| — - + . l
— | |—
129/253/57 + 7 31 + ++ !++ + +++{+++ | +++ ]+ +4+] + 4+ —_ Var. intermedia
—_— | —— | ———— ‘— — | — PR —— N
B0/254/57 | — | 7| 85| 4 | 4+~ | + et dee] — | — + + ' ’
———
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TABLEAU i1

N° de la Souche

106
24
81

Nous voyons que ces souches se comportent d'une maniére ty-
pique dans l'analyse des récepteurs. Ensuite ces souches furent trans-
formées en substrats morts sur lesquels on cultivait les mémes sou.
ches-types.

Aprés nombre de passages sur des substrats hétérologques, on
obtint 10 nouvelles souches, avec lesquelles on effectua la réaction
d'agglutination en employant les sérums monospécifiques anti-abor-
tus-suis et anti-melitensis. L'agglutination fut faite avec les souches
vivantes et les mémee souches tuées par le chauffage. Toutes ces
dix souches, & 'exception de la souche 1 sont également agglutinées,
au titre 1/400, par les deux sérums monspécifiques.

On voit donc qu'a la suite de certaines tranaformations antigé-
nes sérologiques nous avons obtenu des souches nouvelles, carac-
térisées par leur agglutination dans les deux sérums monospécifi-
ques (a l'exception de la souche N° 1).

5. — La variabilité des souches de rééronce

11 faqut consacrer quelques mots & deux souches de référence de
la variété abortus N° 544. Nous avons regu cette souche trés virulente
du Centre de Weybridge en 1952. Nous I'avons donné & I'Institut Vé-
térinaire de Pulawy et 'avons reprise récemment. En comparant ces
deux souches N° 544 nous voyons certaines différences : la souche
conservée a Pulawy, lyophilisée, avait conservé jusqu'd un certain
degré les particularités ctractéristiques de la variéts, cependant
qu'elle se développe trés bien sur la thionine. Se basant sur
ces faits, nous sommes donc obligés de la classer parmi les sou_
ches atypiques. Cependant, la souche N° 544 conservée sur lagar
(nous possédons qussi des souches lyophilisées) ne produit pas de
H2S, ne démontre pas d'uréase : elle se comporte d'une manidre ty-
pique envers les colorants; nous la classons donc également comme

. souche atypique. .
6. — Analyse des souches déterminées comme veriétés atypiques
ou intermédiaires avec considération d’épreuves expérimenteles

Nous désirons souligner cette qypstion comme trés importante
du point de vue théorique (génétique) de méme que du point de vue
pratique (épizooticlogique et épidémiologique).
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C'est pourquoi nous consacrons a cette question quelques don-
néos de la littérature concernant les epreuves tendant a la transfor-
mation expérimentale des propriétés biochimiques, bactériostatiques
et sérologiques (cntigénes) des varietés respectives de

FRENDZLOWA et SZYMANOWSK! (1930) cultivoient les Brucel
Ja dans des filtrats de S. typhi. Aprés un certain temps, la souche de
Brucella montrait une diminution du titre d‘agglutination avec lo sé
rum homologue. De nombreuses souches de Brucella étaient

vées pendant de longs passages sur le substrat filtré S. typhi:

elles, une souche de Brucella démontra Yaptitude a étre agglutinée
par le sérum anti S. typhi., au titre 1/2560. La souche ne perdit pas
cette particularité qu cours de longues séries de T

RYDZAK et PARNAS (1944, 1957) faiscient de longs passages des
Brucella sur un substrat composé d'une culture de Proteus OX 18 tuée
por un chautfage délicat et cultivaient inversement les souches de
Proteus OX ISsurunmﬂieud'unoculmmbodo&uclﬂa.Cu
épreuves aboutirent au fait quolq.ouchudow ainsi cult-
vées commencérent & montrer une agglutination . amoindrie sous
Vinfluence du sérum homologue anti-brucella et une

augmentée envers le sérum hétérologue cnti-Proteus OX 13, La méme
chose fut observée avec les souches de Proteus OX 19, cultivéas sur
substrat de Brucella, en relation avec les sérums homologue et hété-

rologue.

RYDZAK (1946) démontra que les souches de Brucella et Proteus
OX 19 cultivées de cefte maniére sur les substrats hetérologues 0
comportent dcms la réaction allergique cutanée de BURNET de la
maniére suivante : la souche Proteus OX 19 acquiert des propriétés
allergenes, provoquant chez les lapins sensibilisés & Yallergéne bru-
cellique des réactions positives spécifiques. quoique moins intenses
que la souche de Brucella au départ. La souche Proteus OX 19 ne
montre pas ce trait caractéristique.

LISBONNE, ROMAN et SEIGNEURIN (6) démontrerent l'incon-
stance des variétés de Brucella dans la conception de HUDDLESON,
dans dee experiences de parabiose. Les souches de Brucella de la
varieté melitensis et abortus, cultivées dans les tubes d'ASZESZOW.
séparés par une couche de collodion furent changées : la variété me-

litensis ne possédant rmalement pas Y'aptitude de produire H2S as-
quiﬁtdeceﬁemaniéncupmﬁmﬂamé‘-l.adoptﬂn!wml’mﬂw

de la variété abortus se caractérise par \mopmdncﬁmimpot-
tcmtodoHZS.chvaﬂ& abo;mc.pond@t.mhnnw&h .
variété melitensis perd ld facaith de produlre HgS &t comiménee & 50

développer trés bien sur la thionine, ce qul n'a pas Tou wdrmule-

ment.

WILSON et EVANS (13)* observérent 750 fois 1a tromsiticn de Ia
transplantation de la variété melitensis sur une vache. Tis 0@ réussl-
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rent pas a répéter ce phénoméne au cours d'autres épreuves.
RENOUX, CARRERE et QUATREFAGES (1952) décrivirent des cbeer-
vations cnalogues : une souche de la variété abortus caractéristique
par la résistance & la thionine, transplantée sur les moutons d

tra une sensibilité & la fuchsine et & la thionine et d'cutres

rités, ressemblant a la variété melitensis. :

WASHKO, BAY, DONHAM et HUTCHINGS (1951)* observérent
quelaasouchud.lnvmiﬁ‘abodmm:phn!“mdupoml.
-ontsujettudotomplontemp-(lmﬂ)&hvaﬁahﬂi“dmh
direction des particularités de la variété suis.

BRAUN et OGLESBY (1) observérent & 'aide de la méthode du
test de fluctuation de LURIA et DELBRUCK, des mutants différents
aupoimdevuebiochimiquodupOptﬂatiom de Brucella.
Parmi les variétés abortus et suis apparaissent mutants sponta-
nétrésistant&lathioninedc‘xlaﬁwhlincdmmr_elaﬁondo
6 10, La méme chose concernse la variabilité des mutants quant &
Jeurs exigences envers le CO2.

MARR ot WILSON (1850)° observérent de méme que les besoins
de la croissance du CO2 de la variété abortus dépsndent de facteurs
aénétiques. Le degré de I'apparition des mutunts qui se développent

. bien soms CO2 était de 2 X 10, Ces mutants peuvent acquérir une
domitation sur la population du départ qussi bien dans la culture que
dans les organismes des animaux de laboratoire.

]. PARNAS (1955) fit |'épreuve suivante : on prit 3 souches des
variétés melitensis, suis et abortus qui se comportaient typiquemment
sous le rapport de la formation du HZS, de V'activité de l'uréase, de
la sensibilité & la thionine et & la fuchsine, cinsi que dans l'analyse
des récepteurs, on les transforma en substrats détruits par les ultra-
sons et tués par un chauffage délicat (56 & 60°C, 30 min.). Ensuite,
on cultiva pendant 14 & 25 passages les souches des variétés suis,
abortus et melitensis, sur ce genre de substcnces hétérologues d’'au-
tres variétés, contenant les métabolites des cellules détruites de Bru-
cella. L'état de destruction était contrdlé au microscope électronique
et & l'aide de méthodes biochimiques. Ces épreuves aboutirent au
résultat suivant : on réussit a provoquer le changement de certaines
propriétés biochimiques et sérologiques des variétés atypiques et
intermédiaires, proches par leurs qualités, soit de I'une, soit de 'au-
tre variété-type. Dans le compartiment des particularités biochimiques
des variétés on observa la domination des particularités de la variété
suis. L'analyse des récepteurs permit de constater & Yaide de sé
rums monospécifiques les particularités des variétés intermédicires

*Cités d'apres G. RENOUX (1955).

s
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Congiganenent biréceptrices. Ces particularités contrélées duramt
iuslsurs mois, se maintencient sans grand changement. D'autres
cssais, effectués par M. WOJTUSZKIEWICZ, A. SKOTNICKA et J.
PARNAS (1956) eurent le résultat suivant : Brucella abortus, souche
18 fut cultivée pendant 30 passages sur des substrats de bacilles
de la tularémie (apparentés aux Brucella) ainsi que sur les substrats
étrangers au genre Brucella, des cellules de E. coli § et E. coli « .

Les suspensions de Pasteurella tularensis (i peu prés 20 milliards
dans 1 ml), E. coli B et E. coli « (environ 10 milliards dans 1 ml) fu-
rent tuées dans un générateur d'ultrasons & 2.400 kc/sec. 50 min. et
une température de 37°C pendant 2 heures. Comme le contrdle au (]
microscope électronique l'a démontré, cela suffit & la destruction
compléte des bacilles de la tularémie. Probablement, les E. coli sont
de méme détruits dans ces conditions. Les Brucellr furent cultivées
sur de tels substrats pendant 30 passages (la souche de Bruceila 19).
En ensemencant chaque fois la souche 19 du substrat sur 'agar de
Braun et de l& sur le substrat, on conserve une population pure sous
forme smooth. Enguite on effectua les épreuves biochimiques des
souches de départ : Br. abortus 19, Pasteurella tularensis, E. coli «
et B ainsi que des souches S'19 cultivées sur 3 substrats métaboli-
quee. Les tableaux N° IV et V présentent le comportement des sou-
ches sur le milieu avec les sucres, Ja production d'indole, de H2S,
l'activité de l'uréase et de la phosphatase ainsi que de la catalase.

TABLEAU 1V

FERMENTATION
SOUCHES Gluco- | Galac- | Manni- | 3accha-| Malto-
se tose tol rose se ‘ i

— — — | + — {15
brucei 19
f19/PT/30 — — — — — = F — | 2min
19/E. colf @ /30| — _ = — T — + —
Izs/s. coli B /30| .

Nous voyons que la souche Br. abortus 18 cultivée sur le substrat
de P. tularensis démontre une accélération de l'activité de l'uréase
(de 15 & 2 minutes) ce qui indiquerait sa ressemblance avec les parti-
cularités de P. tularensis. Les autres particularités de S 19 ne chan-
gérent pas. On observe la méme chose chez les souches S I 9/E. coli
t . B/30 qui démontrent une qugmentation de l'activité de l'uréase
(de 15 minutes & 3 minutes) comme manifestation du changement de
cette particularité biochimique vers P, tularensis.
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p : TABLEAL 7
443 . ST O SO P DS IR Tt5 L P o
CATALASE i
Quantité de H202 i
SOUCHES :
I n |8 m 1 n m
} Contréle 325 32,5 325 |100% |100% [100%
Brucella 4,25 4 4 10,30 % 12,30 % 12,30 %
Brucei S 19 _
Pt. tularensis 4 3,95 3,75 1230 % | 1215% | 1153 %
S19/E. coli « 4 4 3.75 12,30 12,30 11,53
30
S 19/E. coli B 4.1 4 3,75 12.61 12,30 1153
30
S19/P. tular, 4 4 3,85 12,30 12,30 1184
30

Comme nous le voyons, l'activité de la catalase ne démontre pas
de changements chez les souches Br. abortus 19 passées sur les mi
lisux hétérologuee.

On fit aussi des recherches bactéricstatiques, ce qui est repré
senté sur le tableau N° VI

TABLEAU VI
1/400
. 1/700 1/600
Brucella 0.75 0.88 - 0,85 0.8s
J brucei 15
. I Br. brucei ces dilutions ne furent pas employées

i var. melitensis

1.50 cm

1.50 cm

Légende : + culture normale
nombre de cm = zone de linhibition.

Ces épreuves démontrent le changement des particularités de la
souche 19/PT/30 et des souches, cultivées sur les substrats de P. tu-
larensis en relation avec la souche du départ Br. abortus 19. Comme
nous le savons, la souche 19 ne se développe pas sur la thionine et
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cesite nas zone d'arzét sur lu fuchsine (0,40) Les souches cultivées
sor les substrats de P. tularensis se développaient bien sur la fuchsi
ne (comme les souches virulentes abortus), contrairement aux souches
cultivées sur les substrats d'E. coli « et B qui_démontraient des so-
nes d'inhibition trés marquées sur la tuchsine (1,50), les souches
E. coli a et B ne démontraient pas de zone d'inhibition de la crois-
sance sur la fuchsine.

La souche 19/PT/30 démontrait sur la thionine des zones d'inhi-
bition faiblee (0,15, 0,25) contrairement & la souche du départ 19 (0,75,
0,35). Les souches 19/E. coli a et # /30 ne montrérent pas de change-
ment dans les zones d'inhibition relativement & la souche 19. Les ré-
sultats de I'analyse sérologique de ces souches avec l'emploi des sé-
rums monospécifiques est repréeenté sur le tableau N° VIL

TABLEAU Vil

DILUTIONS
1/100 | 1/200

18/E. coli & /30

19/E. coli B /30

S 19/E. coli @ /30 R P G s e i — | =
HS 18/E. coli B /30 > +++l+++lrrel ]+ =

Nous voyons donc que les souches 19 cultivées sur les milieux
hétérologues montrent une diminution des titres d'agglutination avec
le sérum homologue anti-abortus (de 1/800 & 1/400 - 1/200).

En méme temps, ces souches passées sur milieu hétérologuok‘ot
contrairement a la souche de départ 19 acquisrent la faculté d'agglu-
tiner sous l'influence du sérum anti-melitensis, cu titre 1/50, 1/100.

Nous avons continué dee essais analogues en nous appuyant
sur les recherches de RYDZAK, déja décrites, concernant les phéno.
menes de la paraallergie sous l'influence de la culture sur les sub-
strats de métabolites de la Brucella. Cette fois-ci, on sensibilisait les
animaux de laboratoire & Y'action de la tularine U sous l'influence
d'une infection par P. tularensis. Les animaux sensibilisés montraient
des réactions allergiques cutanées nettées avec la tularine, qui se
manifestaient par une infiltration et une rougeur. ¢

Simultanément, on appliquait aux mémes animaux de labora-
toire des injections intracutanées d'allergéne préparé de la méme
maniére que la tularine U, de la souche Br. abortus 19 cultivée sur le
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DIVEEy
TABLEAL v 1

IRPT— R T
: ] 1
p Ueiny g ; | 24 h. [ 45 .. : "
- e e R SN B L
a}; Tearme ) ' Rougeur f 25 rm | 30 mm 3 :
éi ; Infiltration S mm 10 mm 15 o v
H ! N
il ~~~~~ e ] [ R P ek
ls 18/PT/30 . Rougeur 20 mm 30 mm 30 mm ’

Infiltration 5 mm 7.5 mm 10mm

e

Nous observong donc igi de méme lesg Phénomeénes deo

gle entre la tularine et I'allergine analogique, préparé de la souche

18/PT/30, bien que les symptdmes de la réaction avec la tularine
soient beaucoup Plus distincts et Plus importants,

En réunissant Jeg méthodes ot Jeg résultats deg recherches présen-
tées ici, concernant les résultats des épreuves gyr la variabilité ex.
Périmentale de certaines particularités biochimiques et antigénes-
sérologiques de différentes variétés de Brucellq on peut constater
que :

Particularités Teussissent mieyy quand elleg concement les liaisons
entre les variétés de Brucellq (LISBONNE, PARNAS).

b) Ces épreuves réussissent Qussi, mais dang yp plus faible de-
2, quand les combinai i isé

gements allergénes se manifestant par le r&pprochement antigéni-
que de ces partfularitg vers les particularités deg bactéries ‘des-
quelles était fait le substrat de culture.

Les Phénomeénes ici décrits ont liey Probablement soyg I'in-
fluence de I'acide desoxyribonucléiquo (D.N.A.), qui se trouve dans
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l'influence de DN.A.

En nous fapportant au tableqy élaboré RENOUX (1954), nous
avong re'uni.dcmn le tablecu No IX, toutes ies souches atypiques de

notre collection.
Y On marqua ici toutes leg particularités biochimiqueg bactério-
statiques et séro, ecartapt de la norme On eff ensuite

Ponse & la question : quels changements subirent ces souches en
comparaison avec Jeg resultats que noug én avions obtenu en 1953
(prée de trois ang Quparavant). Sur leg tablequx nos X o4 XI, nous pré-
Sentons seulement ceg souches, qui subirent un changement, ep pré-
sentant les résultqtg des années 1953 et 1957 pour lee Comparer et en

Omettant les soucheg, qui n’avaient Pas varié,
8 — Caractérisation des souches de Brucello
@ laide du phage anti-Brucellq

~ Grdce qux précieux travaux de I'Unjop Soviétique (DROZEWKI-
NA, WIERSZILQWA, OSTROWSKA_IA et d'autres) qingj qu'en France
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TABLEAU X

PARTICULARITES PARTICULARITES
NOM BIOCHIMIQUES BACTERIOSTATIQUES
f° dela Hydrolyse
Production | de I'urée 1953 1857
DE LA SOUCHE souche | de H2S on min,
. _|1ss3 185711953 | 1957 | fuchs. | thion. fuchs. | thion.
Br. bruc. abortus 4 4 S 4 12 ++4+] — |+ ++ —_
» 6 4 [ 3 6| ++4 — — +
> 12 3 Sy 12| +++] — 444 — |
» 29 21 — 35) 18| +++| — [ 4+44+| —
» 36 20 8/ 78 50| ++4+| — |+44] —
> 41 2 6 48] 10| +++| — |[494] —
> Y] 3 4l s ++4] 44| —
. 48 4 — | 58| 82l ++ti bt +++| +44]
» 52 S| 81 l++4| 7| 44| w4 U
> 53 5| 3 48| 48| +++| — ++ | +++
¢ » 41" 3| 6 0050 +++| — |444] o
» 38 4| —| 80! 90| ++4+] __ — —
> 59 4] 7| 95 95| +++| __ — —
. 60 S| 21 00| 40| +++| _ |44l —
» 61 4 41.95] 50 [ ++4] __ + +
| Br. bruc, suis 62 5{ 6(82 2| +++| 4 - +
Br. bruc. abortus 63 4 6 2 2| +4+ . - —
» 68 4] 411201 90| +++]| _ - —
» 72 1 4760 65 +++| _ |444] —
] > 70 2| 7/ 3] 60| +++]| _ + —_
Br. bruc. suis 78 3 7 2 8 — ++ —_ ++.
> 79 51 8| 20 5] — |y — [ 4+44
Br. bruc. abortus 80 4 S1 581 70| +4+4( 44 + + —
Br. bruc. suis 81 5 | 66 3 3 +++| +4 — —_
Br. bruc. melitensis| 82 s 6 3 4l ++ 4+ 4+ 4] — +
Br. bruc. abortus 83 3 S 1 B +++| — | 4+44] =
Br. bruc. suis 92 41 7] 28| N4+ 44| — +
| Br. bruc. abortus 94 3 6 3 3 +++] — —_— +
§ Br. bruc. abortus 95 3 6 3 3| +4+4+] — —_ +
| Br. bruc. suis 96 3 6 3 2 +++| ++ —_— +
’ 107 4| 4 ] 3 — + + +
» 17| —| - 2 2 — | +++ + —
> nef — —1 2| s — |44 _ —_
» 120 41 311501120 [ 444 — |4 ++| -
» 147 4 31 58 55 +44] — -
» 151 4| 3 34| 2 p4y| — - —
’ 159 4 S 85| 25| +44{ — + +
» 160 4] = 60 60 +44+] — |444] —
’ 163 6| 4/ 50| S0 | +44] +4+ ++4+| —
» 180 §| —1| 138 10 + + + +
f > 8 s 2| 2| 17| + - -] = ¢
> 18 2/ 7/ 12| 15| & + + -+
Br. bruc. suis 14 | — 3| 28| 18 — J++¥+] — | #+
» 188 | — | — | 22 4 — 1 +++]; = -
. B, bruc. abortus 112 2] 70 | Ml+ee| — ++4+| -
. 109 1 S| 4| 65| + ++] - | ++4] —
\
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TABLEAU Xit

Résultet des recherches avec lo phage antibrucelle
sur_les_souches dg notre collection : 146 seuches

var. abortus 14 souches

Les 14 souches, insensibles & Iaction de ce phage, portent les n* : 6, 7,
11, 12, 20, 24, 43, 63, 92, 102, 124, 139, 157, 180 dons notre collection.
Le Tableou XlIlI résume les caractéristiques de neuf d’entre efles. :

. TABLEAU XIit C .
‘ PARTICULARITES rnncm s
BIOCHIMIQUES BACTERIOSTATIQUES
Production | Décomposi- Senal.
N de H2S [ion delurée 1953 1857 bité
te la en min. au
souche Croissance sur | Croissance sur | phage
fuch. io- | fuch- | thio-
1053 | 1957 | 1853 | 1957 | Fach- | thio- Jfuch- | Ao
Br. brucei i
v. abortus nm| 4| 4! 24 25| ++4] — |+++! — -
- D .
Br. brucei
v. abortus 12 3] 3] 31! 12|44+ — |++4+]| — -_
Br. brucei
v. abortus 20 4 3 32 17 | +++ — | +- f‘f — —_
Br. brucei
v. abortus ¢ 4 S{ 32| 27 |+++| — j+++) — | -
v. abortus 102 4 4| 85 78| +++] — [ ++4) — o
Br. brucet o
v.-abortus 124 5 5 __3?_ 8% | +++ —_— ] - —
Br. brucei .
v. abortus 138 4 3 5! S0 +++! — J+4+4] — -
Br. brucel I : o
S
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du lait) et favorise une meilleure croissance des colonies de Brucella.

Evidemment, dés l'obtention du phage anti-Brucella on s’occupa
de la question de la différenciation des variétés de la Brucella &
l'aide du phage comme complément qux méthodes classiques de
HUDDLESON. ’

Les recherches de WIERSZILOWA et OSTROWSKAJA démon-
trérent que le phage antiBrucella, obtenu du fumier dans une des
fermes de la Grusie agit lytiquement sur la variété abortus, tandis

‘il n'agit pas sur lee variétés suis et melitensis. Le résultat de cette

euve est trés intéressant, car nous gagnons, gréce & cette métho-
de, une nouvelle maniére de différenciation de la variété abortus
de la variété suis, ce qui ne réussit pas & I'analyse sérologique.

Dans les cadres de notre étroite collaboration avec la section de
Brucellose~de 1'Institut Gamaleia de 1'Académie des Sciences Médi.
cales de 1'Union Soviétique & Moscou, nous avons recu un phage
du Professeur Dr WIERSZILOWA, pour Jequel nous lui exprimons
notre gratitude.

Nous avons utilisé ce phage pour la premiére fois en le faiscomt -
agir sur les souches se comportant de fagon typique dans tous les
tests : de la variété abortus (24) suis (1330), melitensis (M. 16).

. Nous constatamee en effet que le phage anti-Brucella que nous
avons désigné par le symbole « Thilisi » agit lytiquement seulement
surla variété abortus et provoque dans la culture sur milieu stable
des « calvities » typiques, tandis qu'il n'agit pas aur les variétés suis
et melitensis. Puisque la variété suis employée pour I'expérience est
une souche américaine, nous avons fait des épreuves semblables
avec nos propres souches de la variété , correspondant & la va-
riété danoise. Nous avons constaté que toutes ces souches se com-
portent de la méme maniére que la souche américaine sous le rapport
phagolytique. L'expérience suivante consistait dans l'examen de
I'activité du phage « Tbilisi » sur 146 souches de notre collection de
Brucella. Les résultats sont représentés sur les tablequx XII et XIIL
Nous avons remarqué alors un fait intéressant : les souches de Bru-
cella brucei variété abortus déterminées & l'aide de la méthode de
HUDDLESON, qui se rapprochaient par quelque particularité de la
variété suis ou melitensis ne sont pas sujettes & la lyse sous l'in-
fluence du phage. Nous voyons donc un « parallélisme » net entre
les particularité biochimiques et antigéniques et la sensibilité & l'ac-
tion du phage. On a donc une base pour utiliser le bactériophage en
vue de la différenciation des souches atypiques de la variété abortus.

Les colonies varient trés sensiblement sous l'influence du phage.
Sur la photographie n° 1, nous voyons les colonies normales de
Brucella colorées par la méthode de Braun (violet cristallisé 1/2000).
Les colonies sont grandes, rondes et colorées en jaune. Ce sont les
colonies typiques S. Sur la photographie n° 2, on voit la méme souche
de Brucella, mais sous l'influence du phage. Apras le coloration de
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Sur la photo. aphie n° 3, on voit Jeg colonies de Brucellq colorées

v Par la méthode de Henry. Ce sont des colonies typiques S. Sur 1o
- photographie ne 4, on voit lo0 méme souche de Brucells, mais sous
Faction du Phage. Les colonjes examinées d'aprés lo méthode de Hen-

Ty ne rappellent en aucune fagon les types de colonies de Brucellq,
décrits jusqu'q Présent. Les colonies sont trés grandes, plates, grg-
nulées, les bords des colonies se composent de nombreuseg colonies
8econdaires. Lg Photographie ne § montre les colonies de Brucella
examinées & l'aide de I méthode de Henry, Sous Iinfluence du pha-

ge, de nouvelleg colonjes ont apparu. Ce sont deg colonies plates, trag

des souches typiques abortys
» atypiques abortys
» typiques suis
» atypiques suis (danoises)
> typiques melitensis
> atypiques melitensig.

500290002-8
Approved For Release 2008/12/09 : CIA-RDP80T00246A005



Approved For Release 2008/12/09 : CIA-RDP80T00246A005500290002-8

T 3 nibd ~
W SOVIHTg o T

SOLSIR, o .5

ol consterie w2 oo

b Ny (334 { g i A
s e ‘88 souches dw jor varidle vhoriyg
C R iytique sur les soucheg ds I v'm'iéeé' '
mafi.

ol n'agit pus vy

SO Nl Cmér.iczz_g; ;?uemant sur les souches de Iq variété suig de
d) de méme 4 n’agi '

Fidta - ) agnt .qm

“i€le suis proches des sg;ucgii Ic}ir:z!nozse.‘ { #ur les souches do la va
e} il n'agi i Foo- .

qui se <:orril(;>glrtte}‘)n(;‘8 dlyt1 Juement sur les souches de la variété abortys

DLESON. “ne fagon atypique dama les épreumédo BUD-

phages cnti-Salmonel]

ta a et anti-Shige, une applicatior

e dans Ieg recherches épi.zootiololgin,I;:!et . lémi ion plus limi.
. ’ emm. hghu: t(mdh

Approved For Release 2008/12/09 : CIA-RDP80T00246A005500290002-8




‘ Approved For Release 2008/12/09 : CIA-RDP80T00246A005500290002-8

VARIABILITE DES BRUCELLA : 197

BIBLIOGRAPHIE

RENOUX G.. AMARASINGHE A. SACQUET E. — Arch. Inst. Pasteur Tunis, 1935,
32, 375.

ZDRODOWSK1 P.. BRAUN A., WOSKRESSENSKI B. — Ann. Inst. Posteur, 1950. 45, 788.
WILSON G. S. — ]. comp. Path. Therap. 1936, 49, 336.
RENOUX G., CARRERE L.. QUATREFAGES H. — Ann. last. Pasteur, 19855, 88. 277.

LISBONNE M., NEGRE L., SEIGNEURIN R, ROMAN G."— Ann. Inst. Pasteur, 1938,
61, 822.

BRAUN W., OGLESBY G. — Proc. Soc. Exp. Biol. 1954, 86, 757.

CHODROWSKI A.. PARNAS J. — Annales U. M. C. S. 1855, 11. L

CHODKOWSKI A., PARNAS J.. — Mricrobiologia Med. Dosw. (sous prosse).

RYDZAK ]. — Annales U. M. C. S. 1949, V1, 10, 185.

FRENDZEL ].. SZYMANOWSKI Z. — Med. Dosw. i Spol. 1931, 7-8.

DROZEWKINA M. S. — Trudy Rostowskowo na Donu protiv. Inst. 1958, s 289.
PARNAS J. — Acta Microbiol. Polonica 1956, 1-2. 45.

PARNAS J. — Ann. Inst. Pasteur, 1956, 89. 282.

VERSHILOVA P. A., OSTROVSKAIA M. — Communications personnelles, 1858, 1857,

A

————aea  APproved For Release 2008/12/09 : CIA-RDP80T00246A005500290002-8




Approved For Release 2008/12/09 : CIA-RDP80T00246A005500290002-8

Poto 1 Colonies normales de Brucella. Coloration de Braun.

Photo 2 : Colonies de Brucella soumises &

' ¢

Photo 3
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Photo 5 : Colonies secondaires. Coloration de Henry.

Photo 8 : Brucella brucei au microacipe électronique. G.r.x 18 m
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Photo 7: Brucella  brucei et phage Photo 8: Phage onti-Brucella « Tbilisi ».
« Tbilisi >. Gr.x16 000. Gr. X 16 000.

Photo 9 : Brucella brucei et phage « Toilisi ». Gr.X16 000,
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Methods

The cultures of the phage received were not pure. Attempts at eli~

’ minating bacterial contaminations by using Seitz filters notable
1, attenuating eftect on the » Whose origing] titer was(3X 10 Next,

5 y the with the aid of penicillin, whichWas shown

phage obtained in this manner was grown on young, six-hour cultures

of Brucella. The phage obtained proved very active toward thick agar Fig. 1. Brucells colonies, type S. Examined after Braun's method; they are round

cultures of the bovis variety of Brucella, but had no effect on cultures In shape, of a vivid-yellow, have regular outlines, a smooth and convex surtace.

of the melitensis and suis varieties. In investigating dissociation of When treated with fhe phage, the straln produces differént colonies, shown in Fig.2

Brucella under the effects of the phage, we used the method of Henry T .

Kesults of investigations

The phage, purified and invigorated on 140 Brucella strains from our
. oumcollection,pmvedtohnvepoﬁmtlyﬁceifedsonbovisvuw

f Stained after

Electron microscopy revealed the phage in the form of elementagy and '3 Mgfaoe. o violet colour,

M bodx.,ﬂd’uhrmlhgpelndfromwtom millimicrons in size The phage 3 N yelloW Iayer. There is some
hasﬁdﬂladlmn.i‘bedecumnﬂaogaphs normal Brucella oslfis $ o ealial h ) ﬂﬂfmn-Stm

magnified roughly 12000 times, These are globular or obovoid atrichie
cells dastitute of membrane. When attacked by the phage, the
Bmau.edhmmtheﬂrulh‘tamtab]epomof
wnmdmemmmems. In the fem
stage, the cell awtave shows characteristic ities and ions dur N
toﬂnlyﬁclctb.Ahedh&xohtheﬁi-xlﬂionst-genlyhﬂ_ﬁ YT ST
__ Approved For Release 2( '8/1 2/09 : CIA-RDP80T00246A005500290002-8
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Figs. 3 and 4. Colonies.of 3§ fype, examingd after

smooth. When truhdwl* the m. the ssme sireln
colonies. As will be noted,’ the tolonies are rough; gran

o
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Investigations involving our own phages afforded the following
ﬂhmmm;mmhcdhxhﬁ-d&emw.w
for bovis strains Nos. 117, 117 and 28. The Typical Brucelle strains:
suis No. lS&mdmduMNo.Mls,mmuimcm.whtm
fhe other strains of the suis type were stsceptible to it. Phages Nos.
X1, IV/10, XI*, VIiI, VII, X1V, VIII*, VI/10, VII*, IX, 11 and I, also from
our own collection, showed very much the same behaviour. Strain No. XIV*
of the phage occupies a special positiom; it acted only on some strains
of Brucella. It seems possible that further investigations may lead to
phage-typing of Brucella strains.

Further photographs bring proof of phage-induced mwtation of Bru-
cella oclonies.
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